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摘 要 : 本 试验 由 在 研究 首 鞍 素 对 脂 多 糖 LPS) 刺激 下 体外 培养 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 活性 和 


炎症 相关 基因 表达 的 影响 。 将 体外 培养 的 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 分 成 6 组 , 对 照 组 采用 基础 培养 


KE, 试验 组 在 基础 培养 基 中 分 别 加 入 1 g/mL LPS (L 2H) 、1 hg/mL LPS 和 2.5 pg/mL 首 蒂 


A (L+2.5 组 )、1 pg/mL LPS 和 5.0 pg/mL Efe KR (L+5 2H) ~ 1 pg/mL LPS 和 10.0 pg/mL 


HR (L+10 组 ) 以 及 1 pg/mL LPS 和 15.0 jg/mL EHR (L+15 组 ) , HEHE 24h. BRR 


明 : 1) 与 对 照 组 相 比 , 工 组 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 相对 增殖 率 极 显著 降低 (P<0.01) ， 而 L+2.5 


组 和 L+10 组 则 极 显著 升 高 (P<0.01) ; 2) 5 LE, L+10 组 和 L+15 组 细胞 超 氧 化 物 


歧化 酶 活性 显著 升 高 CP<0.05) ， 而 乳酸 脱氧 酶 活性 和 一 氧化 氮 浓 度 显 著 降低 (P<0.05); 


3) 与 工 组 相 比 ，L+5 组 和 L+10 组 细胞 的 白细胞 介 素 8、 白细胞 介 素 1B、 肿 瘤 坏死 因子 a、 


Toll 样 受 体 2 和 Toll 样 受 体 4 的 相对 表达 量 均 极 显著 降低 (P<0.01) ，L+5 组 细胞 的 髓 样 分 


化 因子 88 相对 表达 量 均 显 著 降低 (P<0.05〉。 结 果 提 示 ， 在 LPS 刺激 下 ， 添 加 首 适 素 能 够 


提高 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 活性 和 抗 氧 化 性 能 ， 抑 制 炎症 相关 基因 的 表达 ， 发 挥 抗 炎 作用 。 


关键 词 ， 首 蒂 素 ， 抗 炎 ， 奶 牛乳 腺 上 皮 细胞 ， 脂 多 糖 ， 细 胞 增殖 


关键 词 ， 首 葬 素 ， 抗 炎 ， 奶 牛乳 腺 上 皮 细胞 ， 脂 多 糖 ， 细 胞 增殖 


中 图 分 类 号 : S816 


脂 多 糖 Clipopolysaccharide, LPS) 是 大 肠 杆菌 等 革 兰 氏 阴 性 细菌 外 膜 的 主要 成 分 ， 当 


细菌 感染 乳腺 组 织 时 ， 释 放出 来 LPS 能 够 导致 乳腺 组 织 损伤 ， 进 而 产生 炎症 42。 据 报道 


道 
LPS 能 够 提高 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 内 肿瘤 坏死 因子 w (TNF-a) 和 白细胞 介 素 18《〈 克 -18) EK 


症 因子 的 表达 ， 降 低 抗 氧化 酶 类 活性 ， 升 高 丙 二 醛 MDA ) 浓度 和 细胞 膜 的 渗透 性 ， 进 而 


促进 细胞 凋 亡 64。 首 蒂 素 (Tricin) 又 称 4，5，7- 三 羟基 -3'，5'- 二 甲 氧 基 黄 酮 ， 是 在 感染 锈 


收 稿 日 期 :2017-08-21 


基金 项 目 : 草 畜 一 体 化 关键 技术 研究 与 示范 (JXXTCX201702-04) 

作者 简介 : HOE (1985-) ， 男 ， 江 西 玉山 人 人， 助理 研究 员 ， 博 士 ， 主 要 从 事 反 急 动 物 微 
生态 营养 及 分 子 营养 。E-mail: zhanjinshun1985@163.com 

* 通 信人 作者: ERE, BOTT, E-mail: hjh_0222@126.com 


“ERATI 


24 


25 


26 


27 


28 


29 


30 


31 


32 


33 


34 


35 


36 


37 


38 


39 


40 


41 


42 


43 


44 


45 


46 


47 


48 


49 


50 


病 的 小 麦 叶 子 中 首次 发 现 的 一 
DSIRE, AFCA, El tei ZR nehy 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


lai. RE 


HEN, RA i SSE Te 
殖 , 诱导 细胞 凋 亡 ， 发 挥 抗 癌 作 用 


E 发 挥 抗 氧化 作 上 月 


MAA, SS TEE eS. KTR. RAK P 
和 流感 病毒 的 增殖 ， 发 挥 抗 菌 和 抗 病毒 
HEI, 首 蒂 素 能 够 抑制 人 直肠 癌 细 胞 的 增 


; 首 蒂 素 能 够 抑制 小 局 和 B 淋巴 


胞 的 增殖 ， 具 有 一 


定 的 免疫 抑制 作用 09。 在 LPS 刺激 下 ， 黄 工 痛 、 桑 色素 和 葛根 素 均 能 够 抑制 乳腺 上 皮 细 胞 


的 TNF-a、 白 细胞 介 素 6 CIL-6) 的 表达 ， 降 


抑制 蛋白 (kBa) ~ p38. 4 


LPS RUPE » SEAMS Joe HE HS II HN 
等 的 表达 ， 起 到 抗 炎 作 用 。 
道 。 因 此 ， 本 试验 研究 首 


是 否 能 够 发 挥 抗 炎 作 用 ， 为 首 蒂 素 在 动物 生产 中 的 应 月 


1 材料 与 方法 
1.1 试验 材料 


公司 提供 ; LPS (血清 型 055:B5) 来 自 于 美国 Sigma 公司 ; 试验 所 用 奶 4 


本 实验 室 通过 组 织 块 培 


1.2 试验 方法 


1.2.1 ”细胞 毒性 检测 


首 藻 素 对 细胞 毒性 的 检测 采用 CCK-8 法 。 将 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 分 成 8 组 ， 分 别 在 基础 


Fl) NF-KB 信号 通路 的 活化 来 降低 其 下 游 炎 性 


HAR 经 高 效 液 相 色谱 分 析 得 出 纯度 >98%) KAT 


提供 科学 的 依据 。 


sHe Se 


mm. 


| 
g 
fad 


ASE Ed 


日 上 海源 叶 生 物 科 技 有 限 
F 乳 腺 上 皮 细 胞 由 


养 法 获得 ， 奶 牛乳 腺 上 皮 细 胞 的 培养 方法 和 鉴定 见 詹 康 等 鸣 的 报道 。 


FKB (NF-KB) 活性 和 磷酸 化 核 因子 xB 
胞 外 信号 调节 激酶 ERK) 和 p65 的 合成 (31。 结 果 说 明 ， 在 


因子 TNF-a 
» Hie AX LPS 刺激 下 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 的 影响 尚未 见报 
ja At LPS 刺激 下 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 的 影响 ， 以 此 来 探索 首 攻 素 


培养 基 中 加 入 0 (对 照 ) 、2.5、5.0、7.5、10.0、15.0、25.0 和 40.0 hg/mL WER, 2H 5 


个 重复 ， 其 中 首 蒂 素 用 二 
基 中 的 DMSO 含量 低 于 2%o。 将 乳腺 上 皮 细 胞 接种 在 96 FLARE, 每 孔 数 量 为 1x105 个 /mL， 


在 37 C, 5% CO; 培 养 箱 中 进行 培养 。 待 


昌 胞 贴 壁 后 ， 去 除 培养 基 ， 人 磷酸 盐 绥 * 
清洗 后 加 入 不 同 处 理 的 培养 基 。 在 96 和 孔 板 中 ， 每 孔 接 种 乳腺 上 皮 细 胞 数量 为 1x105 个 /mL， 


ÆW (DMSO) (北京 索 莱 宝 科技 有 限 公司 〉 完 全 溶解 ， 培 养 


WR (PBS) 


然后 在 37 C, 5% CO 培养 箱 中 进行 培养 。 待 细胞 贴 壁 后 ， 去 除 培 养 基 ，PBS 清洗 后 加 入 


配制 好 的 各 组 的 培养 基 。 细 胞 培养 24h 后 ， 每 孔 中 加 入 10 pL CCK-8 溶液 ， 在 培养 箱 中 孵 


育 3h 后 ， 用 酶 标 仪 测定 450 nm 处 的 吸光 值 


? FN 


AIAZ, EN 


FT El 4a 2s 


51 。 的 细胞 毒性 。 相 对 增殖 率 计算 公 式 如 下 : 


52 相对 增殖 率 0%) = 试验 组 ODas0 nm/XT HA ZA ODasonm) X 100. 


53 1.2.2 细胞 活性 检测 


54 细胞 活性 也 采用 CCK-8 法 进行 检测 。 将 奶牛 乳 脲 上皮 细 胞 成 分 为 6 组， 对 照 组 采用 基 


55 ” 础 培养 基 , 试验 组 在 基础 培养 基 中 分 别 加 入 1 g/mL LPS CL 2H) . 1 pg/mL LPS 和 2.5 pg/mL 


56 ” 首 蒂 素 (L+2.5 组 )、1 pg/mL LPS 和 5.0 g/mL 首 蒂 素 (L+5 组 )、1 hg/mL LPS 和 10.0 pg/mL 


57 BWA (L+10 组 ) 以 及 1 pg/mL LPS 和 15.0 ug/mL 首 蒂 素 (L+15 4A) ， 其 他 步骤 同 1.2.1。 


58 ”最 终 以 细胞 相对 增殖 率 的 高 低 判定 细胞 活性 高 低 。 


59 ”1.2.3” 抗 氧化 性 能 的 测定 


60 将 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 成 分 为 6 组， 分 组 方法 同 1.2.2， 将 细胞 以 5x105 个 /mL 接种 到 6 


61 。 孔 板 。 细 胞 培养 24h 后 ， 收 集 细 胞 培养 液 和 细胞 来 检测 一 氧化 氮 NO》 和 丙 二 醋 (MDA) 
62 浓度 、 乳 酸 脱 气 酶 《LDH)》 和 超 氧 化 物 歧 化 酶 (SOD) 活 性。 检测 方法 参照 试剂 盒 南京 
Cj B 建成 生物 工程 研究 所 ) 中 的 说 明 书 。 
co 64 ”1.2.4 炎症 相关 基因 的 相对 表达 量 

65 将 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 成 分 为 6 组， 分 组 方法 同 1.2.2， 将 细胞 以 5x10 个 /mL 接种 到 6 


66 ”和 孔 板 。 细 胞 培养 24 h 后 ， 去 除 细胞 培养 液 ， 加 入 1 mL 的 Trizol, OME 10 min， 然 后 参 


yas) 


67 ROR ARE AG BSC RA He HE A TH ee ETT A RNA 提取 。 提 取出 来 的 总 RNA 采用 


= 68 ”One Drop 仪器 进行 浓度 和 纯度 的 检测 ,然后 采用 瑞士 Roche 公司 的 反 转 录 试 剂 盒 进 行 CDNA 
69 合成， 操作 方法 、 反 应 体系 和 反应 液 配 制 参照 占 今 至 等 0 的 报道 。 实 时 定量 PCR 试剂 盒 | 


70 mat Roche 公司 提供 ，PCR 反应 液 配制 和 反应 条 件 参照 占 今 玫 等 09 的 报道 。 


71 根据 GenBank 中 的 基因 序列 ， 采 用 Primer 5.0 软件 设计 引物 ， 引 物 合 成 则 由 美国 


72 Invitrogen 公司 完成 。 甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱氧 酶 为 内 参 基因 。 引 物 序 列 见 表 1。 基 因 相 对 表达 量 采用 


73 ”2-AACt 方 法 进行 计算 。 


74 表 1 引物 序列 及 参数 
75 Table 1 Primer sequences and parameters 
基因 GenBank 登录 号 引物 序列 产物 长 度 
Genes Accession No. in GenBank Primer sequences (5'-3') Product length/bp 
甘油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶 F:GGGTCATCATCTCTGCACCT 
NM_001034034 176 


GAPDH R:GGTCATAAGTCCCTCCACGA 


白细胞 介 素 6 IL-6 


白细胞 介 素 1B IL-1B 


白细胞 介 素 8 IL-8 


肿瘤 坏死 因子 a TNF-a 


转化 生长 因子 - B 1 TGF-B1 


Toll 样 受 体 2 TLR-2 


Toll 样 受 体 4 TLR-4 


RAFF RE AY SEER 1 VOD1 


抽样 分 化 


> 


F 88 MyD88 


NM 173923.2 


NM 174093.1 


NM_173925.2 


NM_177512.2 


NM_001166068.1 


NM_174197.2 


NM 174198.6 


XM 598513.4 


NM_001014382.2 


F:TCCTTGCTGCTTTCACACTC 
R:CACCCCAGGCAGACTACTTC 
F:CAGTGCCTACGCACATGTCT 

R:AGAGGAGGTGGAGAGCCTTC 

F:TGGGCCACACTGTGAAAAT 

R:TCATGGATCTTGCTTCTCAGC 

F:GCCCTCTGGTTCAGACACTC 
R:AGATGAGGTAAAGCCCGTCA 

F:CTGCTGTGTTCGTCAGCTCT 
R:TCCAGGCTCCAGATGTAAGG 
F:CAGGCTTCTTCTCTGTCTTGT 

R:CTGTTGCCGACATAGGTGATA 
F:GACCCTTGCGTACAGGTTGT 
R:GGTCCAGCATCTTGGTTGAT 
F:CAGTGGGGTGAAGGTGCTAT 
R:ATGTACCTGGCTCCGACATC 
F:TCATTGAGAAGAGGTGCCGT 

R:TGGCTTGTACTTGATGGGGAT 


129 


209 


136 


192 


123 


140 


103 


102 


146 


TH 


76 1.3 数据 处 理 


77 试验 数据 先 


Excel 2007 进 


78 LSD 法 进行 多 慎 


79 KEHÉ. 


比较 。 数 据 以 了 


行 整理 ， 


N 


在 SPSS 21.0 软件 上 进行 ANOVA 分 析 ， 采 用 


均值 + 标准 误 表 示 ， 以 P<0.01 表示 差异 极 显著 ，P<0.05 表 


80 2 结果 与 分 析 
81 2.1 首 适 素 的 细胞 毒性 
82 从 表 2 中 可 知 , 首 蒂 素 浓 度 为 2.5~15.0 ng/mL BY, 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 的 相对 增殖 率 随 着 


83 Ela BIKES aS 


84 HEARE R Fi eR EF ANE F Bee 


内 ， 


Ee 升 高 趋势 ， 首 菩 素 浓度 为 15.0~40.0 pg/mL 时 ， 奶 牛乳 腺 上 皮 细 胞 的 相 


势 。 结 果 表明 , 在 浓度 一 定 范围 内 ， 首 蒂 素 提高 


85 细胞 活性 ， 而 浓度 过 高 则 产生 毒性 。 表 2 首 蒂 素 对 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 的 毒性 
86 Table 2 Toxicity of tricin on BMECs % 
HX Tricin(ug/mL) 
项 目 Item 
0 2.5 5.0 7.5 10.0 15.0 25.0 40.0 
相对 增殖 率 RGR 100.00+3.41d4 ”100.974+8.824 126.76+1.23? 137.0141.05* 145.05+2.90* 149.7147.61a 112.1441.74° 105.16+6.344 
87 同行 数据 肩 标 不同 小 写字 母 表示 差异 显著 〈P<0.05) ， 不 同 大 写字 母 表示 差异 极 显 著 (P<0.01) ， 相 


88 同 字 母 表示 差异 不 显著 (P>0.05) 。 下 表 同 。 


89 In the same row, values with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05), and with 


90 


different capital letter superscripts mean extremely significant difference (P<0.01), while with the same letter 


91 superscripts mean no significant difference (P>0.05). The same as below. 

92 22 BAX LPS 刺激 下 细胞 活性 的 影响 

93 从 表 3 中 可 知 , 工 组 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 相对 增殖 率 极 显著 低 于 其 他 各 组 CP<0.01), L+2.5 
94 ZA AN L+10 组 上 皮 细 胞 活性 极 显 著 高 于 对 照 组 和 L+S 组 (P<0.01) 。 结 果 表 明 ， 在 LPS 刺 
95 ” 激 下 ， 奶 牛乳 腺 上 皮 细 胞 活性 降低 ， 而 添加 萌 薪 素 可 以 提高 细胞 活性 。 

96 表 3 草莽 素 对 脂 多 糖 刺激 下 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 活性 的 影响 

97 Table3 Effects of tricin on viability of BMECs stimulated by LPS % 

组 别 Groups 
项 目 Item 
对 照 Con L L+2.5 L+5 L+10 L+15 

相对 增殖 率 RGR 100.55+0.44 93,53+0.16°° 104.15+40.034* 101.970.1348? 103.79+1.37Aa 99.51+1.108? 
98 23 ERX LPS 刺激 下 细胞 抗 氧化 性 能 的 影响 

99 从 表 4 中 可 知 ， 与 L+2.5 组 、L+5 组 、L+10 组 和 L+15 组 细胞 SOD 活性 显著 高 于 其 他 
100 “各 组 CP<0.05), 荆 组 的 活性 最 低 ; L+10 组 细胞 的 MDA 和 NO 浓度 均 显 著 低 于 工 组 (P<0.05); 
101 L% LDH 活性 最 高 ,而 L+2.5 组 .Lt+5 组 `.L+10 组 .L+15 组 与 之 相 比 显著 降低 CP<0.05 )。 
102 ARR, Æ LPS 刺激 下 添加 首 蒂 素 可 以 提高 细胞 的 抗 氧化 性 能 。 
103 表 4 首 落 素 对 脂 多 糖 刺 激 下 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 抗 氧化 性 能 的 影响 
104 Table 4 Effects of tricin on antioxidant capacity of BMECs stimulated by LPS 

组 别 Groups 
项 目 Items 


对 照 Con L L+2.5 L+5 L+10 L+15 

超 氧 化 物 歧化 酶 SOD/(U/mL) 19.32+0.42 13.29+0.514 20.04+0.324 20.46+0.27 20.25+0.04* 17.89+40.04° 
WH MDA/(umol/L) 2.17+0.09° 4.83+40.32? 3.66+0.45° 3.34+0.24> 3.27+0.23° 4.69+0.273 
一 氧化 氮 NO/(umol/L) 29.06+0.32°° 35.85+2.50° 32.61+0.82 32.22+5.63% 24.49+1.36° 27.5043 .52° 
乳酸 脱氧 酶 LDH/(U/L) 134.80+4.83! 359.41+7.67? 213.68+7.76° 154.83+0.304 299.71+9.25° 301.01+10.18° 

105 ”2.4 BAX LPS 刺激 下 细胞 炎症 相关 基因 表达 的 影响 

106 从 表 5 中 可 知 ， 与 对 照 组 相 比 ， 其 他 各 组 细胞 的 白细胞 介 素 8 L-8) ~ IL-187 IL-6 和 

107 ”TNF-a 的 相对 表达 量 均 极 显著 升 高 (P<0.01)，, 而 与 荆 组 相 比 , L+5 组 和 L+10 组 细胞 的 IL-8. 

108 ” 开 -186 和 TNF-a 的 相对 表达 量 均 极 显 著 降 低 (P<0.01) 。 工 组 细胞 Toll 样 受 体 2 (7TLR2) 和 

109 ”Toll 样 受 体 4 CTLR4) 的 相对 表达 量 极 显 著 高 于 其 他 各 组 (P<0.01〉。 L 组 细胞 髓 样 分 化 因 

110 子 88 (MyD88) 的 相对 表达 量 显著 或 极 显 著 高 于 对 照 组 和 L+5 组 (P<0.05 BK P<0.01) 。 各 


111 ”组 细胞 的 转化 生长 因子 1B CTGF-18) #URK EHR A ERI 1 (WODI) 相对 表达 量 无 显著 性 


112 #4 CP>0.05) 。 结 果 表 明 ，LPS 能 够 提高 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 炎症 相关 基因 的 表达 ， 而 添加 


113 BEREM ENIRE. 


114 表 5 BRIEL HRY F YALE K EARE ARIE S 
115 Table 5 Effects of tricin on expressions of genes related to inflammation of BMECs stimulated by LPS 
组 别 Groups 
项 目 Items 
对 照 Con L L42.5 L+5 L+10 L+15 
细胞 介 素 8 IL-8 1.004+0.0254 。 105.45+4.53Aa 99.74+1.124Aa 65.11+0.49€° 90.08+0.698° 89.68+1.008° 
细胞 介 素 1B L-18 1.0140.08Ce 110.54+2.62Aa 104.484+3.49 86.30+5.43Bb 74.1146.658° 95.32+1.90%° 
白细胞 介 素 6 IL-6 1.01+0.02> 35.66+0.81^ 32.94+1.154Bb 30.02+0.60" 33.98+1.474% 24.18+0.64C° 
中 瘤 坏死 因子 a TNF-a 1.014+0.1454 ~ 156.7141.784* 81.98+2.03BCb 87.4346.89Bp 66.60+6.20ce 72.06+0.76C 
转化 生长 因子 -B17TGF-p1 1.014+0.07 1.43+0.25 1.28+0.31 1.0140.14 1.18+0.19 1.10+0.14 
Toll 样 受 体 2 TLR-2 1.01+0.06" 5.15+0.3648 3.9140.458 2.2940.24 1.86+0.194 3.21 士 0.42BCpe 
~ Toll 样 受 体 4 TLR-4 1.02+0.11ce 1.99+0.074 1.564£0.148> 0.99+40.03°° 1.11+40.03° 1.07+0.04C 
aS 核 芽 酸 结 合 寞 聚 域 1 NOD1 1.00+0.02 1.3140.12 1.12+0.16 1.01+0.11 1.00+0.10 1.1040.12 
= Hite LAF 88 MyD88 1.00+0.042° 1.78+0.23% 1.43+0.074B% 1.28+0.144B> 1,350.1 5482 1.41+0.19ABab 


TT 116 3 讨论 


o 117 ”3.1 BAX LPS 刺激 下 细胞 活性 的 影响 


118 通过 体外 培养 发 现 ， 添 加 100 ng/mL 的 大 豆 黄 酮 和 染料 木 黄 酮 、10~1 000 mg/L 大 豆 异 


119 ”黄酮 以 及 50~100 pg/mL 首 落 黄酮 均 可 显著 提高 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 增殖 07199。 在 本 试验 中 ， 


120 添加 2.5~15.0 pg/mL 首 蒂 素 提高 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 的 相对 增殖 率 , 结果 与 上 述 研究 一 致 。 然 


121 ”而 ， 当 首 蒂 素 浓度 超过 15.0 pg/mL 时 ， 相 对 增殖 率 有 所 下 降 ， 说 明 可 能 高 浓度 首 落 素 会 对 


122 ”细胞 产生 毒性 。 因 此 , 为 了 避免 前 藩 素 对 细胞 产生 毒性 影响 试验 ， 后 续 试 验 首 藩 素 浓度 就 定 


123 ”在 15.0 pg/mL 以 内 。 


124 在 LPS 的 刺激 下 ， 奶 牛乳 腺 上 皮 细 胞 的 相对 增殖 率 随 LPS 浓度 增加 而 下 降 P0。 本 试验 


125 ”也 发 现 ，LPS 刺激 下 ， 奶 牛乳 腺 上 皮 细 胞 的 相对 增殖 率 显 著 下 降 ， 说 明 LPS 具有 抑制 细胞 


126 ”增殖 的 作用 。 刘 立新 等 2 研究 发 现 ，LPS 刺激 乳腺 上 皮 细 胞 后 ， 细 胞 相对 增殖 率 显 著 降 低 ， 


127 ”而 在 LPS 刺激 下 ， 添 加 不 同 浓 度 的 紫花 首 蒂 总 黄酮 能 显著 提高 细胞 的 活性 ， 并 且 浓 度 越 大 


128 ”效果 越 明 显 。 本 试验 所 得 结果 与 其 一 致 。 这 说 明 在 LPS 刺激 下 ， 添 加 适宜 浓度 的 首 蒂 素 能 


129 ”人 够 促进 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 的 增殖 。 
130 3.2 BAX LPS 刺激 下 细胞 抗 氧 化 性 能 的 影响 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


131 一 般 体 内 产生 的 自由 基 处 于 动态 平衡 状态 ,， 当 体内 产生 的 自由 基 过 多 , 会 导致 细胞 中 的 
132 ”不 饱和 脂肪 酸 产 生 丙 二 醛 ， 而 丙 二 醛 能 够 促使 细胞 解体 ， 导 致 细胞 死亡 中 。 在 LPS 刺激 下 ， 
133 ” 猪 空 肠 上 皮 细 胞 和 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 内 的 SOD 和 过 和 氧化 氧 酶 CAT) 活性 降低 ， 而 MDA 
134 ”浓度 升 高 5。LDH 是 糖 酵 解 过 程 中 的 一 种 氧化 还 原 类 酶 ， 当 细胞 受到 损伤 时 ，LDH 释放 


135 ”出 来 。LPS 能 够 增加 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 内 的 LDH 释放 率 ， 且 细胞 培养 上 清 液 中 LDH 活性 
136 BEŽ LPS 浓度 的 增加 而 增加 09。NO 是 细胞 内 和 细胞 间 的 重要 信号 分 子 , 在 炎症 反应 中 发 挥 


137 ”重要 的 作用 。 在 LPS 诱导 下 ， 导 致 细胞 NO 浓度 会 升 高 ， 进 而 激活 环 氧化 酶 2 (COX-2) ， 
138 ”诱导 细胞 凋 亡 B31。 以 上 结果 说 明 , LPS 能 够 降低 抗 氧化 酶 类 的 活性 , 增加 细胞 内 自由 基 浓 度 ， 


139 ”导致 细胞 损伤 ， 进 而 抑制 细胞 增殖 。 在 LPS 刺激 下 ， 柚 芽 能 够 提高 小 鼠 心 脏 SOD 活性 和 降 


140 ” 低 MDA WEA, 茶 多 酚 能 够 提高 人 支气管 上 皮 细 胞 SOD 活性 ， 降 低 LDH 活性 和 MDA WK 


141 ”上 度 9。 另 外 ， 首 蒂 素 、 异 甘草 素 、 甘 草 素 和 柚 皮 素 可 以 抑制 LPS 诱导 的 RAW264.7 细胞 NO 
142 ”的 释放 P6271。 本 试验 结果 与 这 些 研究 相似 , 说 明 添 加 适量 的 首 攻 素 可 以 通过 提高 奶牛 乳腺 上 
143 ” 皮 细 胞 的 抗 氧化 性 能 来 保护 细胞 免 受 氧化 损伤 ， 提 高 细胞 活性 。 

144 33 ERX] LPS 刺激 下 细胞 炎症 相关 基因 表达 的 影响 


imp 


145 转化 生长 因子 -8 CTGF-B) 在 调节 组 织 炎 症 和 修复 方面 具有 重要 作用 ，LPS 能 够 明显 增 
146 “加 大 鼠 腹 膜 间 皮 细胞 分 泌 TGF-B128], NODI 在 全 身 各 种 组 织 细 胞 中 均 有 分 布 ， 在 天 然 免 疫 


147 ”和 炎症 反应 中 发 挥 重要 作用 。 在 LPS 刺激 下 ， 仔 猪 的 肝脏 和 下 丘脑 垂体 肯 上 腺 中 NOD1 的 
148 ”表达 量 显著 升 高 2?30。 从 本 试验 结果 来 看 ，LPS 刺激 下 ， 奶 牛乳 腺 上 皮 中 TGF-21 和 NODI 


VY 149 ”的 相对 表达 量 升 高 , 添加 首 蒂 素 对 其 无 显著 影响 。 这 说 明 首 蒂 素 不 能 通过 调节 TGF-B 和 核 音 


150 ” 酸 结合 塞 聚 域 NOD) 信 号 通路 来 发 挥 抗 炎症 作用 。LPS 是 一 种 重要 的 炎症 因子 ， 能 够 诱导 


151 TNF-a, IL-1P. IL-6 等 细胞 因子 参与 炎症 反应 。 研 究 发 现 ， 首 适 素 能 够 显著 下 调 LPS 刺激 


152 下 人 外 周 血 单 核 细胞 TNF-a 和 IL-6 的 生成 ， 抑 制 TLR4、MyD88 和 TIR 结构 域 衡 接 和 蛋白 


153 CTRIF) 的 活性 ， 通 过 调节 丝 裂 原 活 化 和 蛋白 激酶 MAPK) 、 磷 脂 酰 肌 醇 3 激酶 /丝氨酸 、 


154 ” 苏 氨 酸 蛋 白 激酶 (PI3K/Akt) 通路 ， 抑 制 NF-kB 信号 ， 降 低 COX-2 和 TNF-o 浓 度 ， 提 高 


155 脐 静 脉 血管 内 皮 细 胞 的 抗 炎症 作用 B39。 另外， 首 藻 素 能 够 显著 降低 哮 颗 小 鼠 支 气管 肺泡 灌 


156 


ree 


先 液 TNF-a 和 IL-1 BIR E RHI BEAN A TLR4. MyD88 和 NF-kB p65 相对 表达 量 和 蛋 


157 ”白质 浓度 69。 本 试验 结果 也 发 现 , 在 LPS 刺激 下 , 首 蒂 素 能 够 抑制 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 TNF-a 


=, 


158 


159 


160 


161 


162 


163 


164 


165 


166 


167 


168 


169 


170 


171 


172 


173 


174 


175 


176 


177 


178 


179 


180 


181 


182 


183 


184 


IL-8, IL-6, IL-\B. TLR4, TLR2 和 MyD88 的 表达 。 这 说 明 首 带 素 提高 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 抗 


炎症 作用 可 能 与 其 调控 TLR/MyD88/NF-K«B 通路 有 关 。 


4 结 论 


O 首 蒂 素 能 够 提高 LPS 刺激 下 奶牛 乳腺 上 皮 细 胞 的 抗 氧化 性 能 ， 提 高 细胞 相对 增殖 率 


O 首 蒂 素 可 能 通过 调控 TRL/MyD88/NF-xB 通路 ,降低 炎症 因子 的 表达 和 NO 的 生成 ， 
进而 发 挥 抗 炎症 作用 。 
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Effects of Tricin on Viability and Expressions of Genes Related to Inflammation of Bovine Mammary 
Epithelial Cells Stimulated by Lipopolysaccharide in Vitro 
ZHAN Jinshun GU Deping HU Lizhen ZHONG Xiaojun HUO Junhong* 
(Institute of Animal Husbandry and Veterinary, Jiangxi Academy of Agricultural Sciences, 


Nanchang 330200, China) 

Abstract: The aim of this experiment was to investigate the effects of tricin on viability and 
expressions of genes related to inflammation of bovine mammary epithelial cells (BMECs) stimulated by 
lipopolysaccharide (LPS) in vitro. The bovine mammary epithelial cells cultured in vitro were divided 
into 6 groups and cultured for 24 h. The BMECs cultured in basal culture medium were used as 
the control group. The BMECs cultured in basal culture medium supplemented with 1 ng/mL LPS, 
1 pg/mL LPS+2.5 ug/mL tricin, 1 ug/mL LPS+5.0 g/mL tricin, 1 pg/mL LPS+10.0 pg/mL tricin 
and 1 ug/mL LPS+15.0 pg/mL tricin were used as L, L+2.5, L+5, L+10 and L+15 groups, 
respectively. The results showed as follow: 1) compared with the control group, the relative 
growth rate of BMECs in L group was significantly decreased (P<0.01), whereas that in L+2.5 
and L+10 groups was significantly increased (P<0.01); 2) compared with L group, the activity of 
superoxide dismutase of cells was significantly increased (P<0.05), but the activity of lactate 
dehydrogenase and the concentrations of nitric oxide and malondialdehyde of cells were 
significantly reduced in L+10 and L+15 groups (P<0.05); 3) compared with L group, the relative 
expression levels of interleukin-8, interleukin-1, tumor necrosis factor-a, Toll-like receptor 2 and 
Toll-like receptor 4 in L+5 and L+10 groups were significantly decreased (P<0.01), and the 
relative expression level of myeloid differentiation primary response 88 in L+5 group was 
significantly decreased (P<0.05). The results indicated that the supplementation of tricin can 
enhance the viability and oxidation resistance of BMECs stimulated by LPS, and plays a role of 
anti-inflammatory effect by inhibiting gene expressions related to inflammation. 
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